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微細藻類バイオマスを利用したバイオ燃料は、化石燃料に代わる持続可能な代替エネルギーとして注
目を集めている。真核微細藻類を窒素欠乏条件下で培養すると、トリグリセリド（triacylglycerol：TAG）
を主成分とする油脂が蓄積することが知られている。トレボキシア藻綱（Trebouxiophyceae）に属する
油脂生産性微細藻類 Pseudococcomyxa ellipsoidea Obi株においては、NaClを添加することによってさ
らに油脂の蓄積が増加した(1)。本研究で用いた Pseudococcomyxa sp. KJ 株は Obi 株と近縁で Obi 株よ
りも高い油脂生産性を示す。本研究では、NaCl添加によって油脂の蓄積が増加することを KJ株におい
ても確認し、NaCl添加による油脂蓄積促進機構を研究することを第一の目的とした。 
 
KJ株の油脂生産に関わる酵素遺伝子の発現が NaCl添加によってどのように変化するかを、RNA-Seq
データを用いて解析した。葉緑体での脂肪酸の合成経路については、律速反応の一つであるアセチル CoA
カルボキシラーゼをコードする遺伝子を含め、すべての脂肪酸合成酵素遺伝子の発現が NaCl 添加後 24
時間で上昇していた。一方、小胞体でグリセロール-3-リン酸に脂肪酸のアシル基が逐次転移して TAGを
合成するケネディ経路では、TAG合成の最終反応を担う diacylglycerol  acyltransferase 2 (DGAT2) を
コードする 7つの遺伝子を含む TAG合成酵素遺伝子の発現量がNaCl添加後 24時間で上昇していた。 
この結果から、NaClを加えると油脂生産が促進される理由の 1つが、脂肪酸合成経路酵素遺伝子およ
び TAG合成酵素遺伝子の、NaClによる誘導であると考えた。NaClの添加によってデンプンの蓄積が減
少していたことから、デンプンの分解に関わる酵素遺伝子も誘導されており、その他の代謝経路も TAG
の蓄積促進に関与している可能性がある。 
 
油脂生産性の高い微細藻類を創出するためには、ランダムに突然変異を誘起した突然変異体の集団の
中から、油脂生産性の高い突然変異体を選抜する方法と、油脂生産性に関わる遺伝子を形質転換により人
為的に改変する方法が考えられるが、窒素欠乏条件下で KJ 株よりも油脂生産性が高い突然変異体がす
でに複数分離されている。この中の 3株、n7 株、n32 株および n96 株について、NaCl の添加によって
油脂生産性がどのように変化するかを調べた。その結果、n7 株において NaCl 添加時の油脂生産性の増
加が最も大きかった。n7 株は、ゲノム解析の結果、小胞体で合成された脂質の一部を葉緑体へ輸送する
葉緑体膜局在の輸送体タンパク質、Trigalactosyodiacylglycerol 2 (TGD2)に相同性の高い遺伝子に欠損
があることがわかった。この n7 株に、NaCl によって誘導される複数の酵素遺伝子をさらに高発現させ
ることで、n7株の油脂生産性をより高めることが出来るのではないかと考え、その実現を第 2の目的と
した。 
 
導入する遺伝子として、NaClによってその発現が誘導された 3つの遺伝子、 (i) 脂肪酸合成経路の
最終段階に関わる FAT1（Oleoyl-acyl carrier protein thioesterase 1）遺伝子、(ii) TAG合成の最終段
階に関わる DGAT2 (diacylglycerol O-acyltransferase) 遺伝子，(iii) デンプン分解に関わる AGL1 
(Alpha glucocidase) 遺伝子を選抜した。これらの遺伝子を KJ株内で高発現するためのコンストラクト
をパーティクルガン法によって KJ株に導入し、形質転換株を得た結果、すでに油脂生産性が増加する
ことがわかっていた。よってこれらの 3つの遺伝子を KJ株よりも油脂生産性の高い n7株に導入し
た。それらの中で、DGAT2遺伝子の形質転換株 4株において、培養 7日目の時点で油脂生産性が親株
である n7株に比べて約 1.3倍に増加しており、KJ株に比べて油脂生産性が約 2倍に増加した（図
1）。 
 
図 1 1/2 A6液体培地での培養 7日目における KJ株、n7株および DGAT2遺伝子の形質転換株 4株の
培養液あたりの油脂生産性 (ｇ/L）。グラフは平均値±標準偏差（N = 3）で示す。 
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